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As salmoneloses estão entre as principais doenças das aves comerciais sendo que 
sua presença em plantéis avícolas é responsável por perdas econômicas e por 
riscos relacionados à saúde pública. A Salmonella está ligada às aves desde o início 
da história da produção avícola e sua epidemiologia e controle são extremamente 
complexos, dependendo de inúmeras variáveis como o sorovar, hospedeiro, o 
ambiente e também características geográficas. Várias são as ferramentas utilizadas 
para controlar salmoneloses em frangos de corte, mas em especial, nos últimos 
anos, tem se destacado a busca de uma boa modulação da microbiota intestinal 
como forma de evitar que este microrganismo se mantenha nos plantéis. Tentando 
melhor compreender estes aspectos, foi desenvolvida a presente tese com o 
objetivo de avaliar o comportamento clínico e imunológico de aves submetidas a 
diferentes sorovares de salmonelas paratíficas e também estudar a interação da 
Salmonella frente a probióticos. Para isso essa tese foi dividida em dois capítulos 
compostos por trabalhos científicos, sendo o capítulo I, intitulado “Resposta 
imunológica da mucosa intestinal de frangos de corte desafiados com diferentes 
sorovares de Salmonella”, onde os sorovares S. Enteritidis e S. Typhimurium 
apresentaram um efeito mais intenso tanto no desempenho quanto na mobilização 
de células imunológicas para mucosa intestinal de frangos; Capitulo II um trabalho 
avaliando “Probióticos na ração para controle de Salmonella Minnesota em frangos 
de corte” onde verificou-se que os probióticos testados tiveram diferentes efeitos 
sobre a redução de Salmonella Minnesota e também afetaram de forma diferente a 
dinâmica celular da mucosa cecal das aves. Estes estudos demonstraram que 
realmente ocorre uma interferência direta entre o comportamento de salmonelas 
paratíficas e outros microrganismos e, ainda, que diferentes sorovares de 
Salmonella podem apresentar diferentes interações com o sistema imunológico do 
hospedeiro. 
 





Salmonellosis are among the most important diseases in commercial birds and its 
presence in poultry production is responsible for economic losses and public health 
related risks. Salmonella has been related to broilers since the early history of poultry 
production and its epidemiology and control are extremely complex, depending on 
many variables such as serotype, host, environment and also geographical features. 
There are several tools used to control Salmonella in broiler, but especially in recent 
years, there has been extensive search for a good modulation of intestinal 
microbiota, as a way to prevent its persistence in poultry flocks. Trying to better 
understand these aspects, this thesis has been developed with the aim of evaluating 
the clinical and immunological behavior of poultry under different serovars of 
paratyphoid salmonelas and, it also study the interaction of Salmonella with 
probiotics. This thesis was divided into two chapters composed of scientific work 
where Chapter I was entitled "Immune response of the intestinal mucosa in broilers 
challenged with different Salmonella serovars" where Enteritidis and Typhimurium 
showed the effect more intense both in performance and in the immune system of 
poultry, Chapter II is the evaluation of "Probiotics in feed for Salmonella Minnesota 
control in broiler", where the results indicated that the tested probiotics presented 
different effects on the reduction of S. Minnesota counts and affected the cell 
dynamics in the cecum mucosa of broilers differently. These studies demonstrated 
that there is a direct interference between the behavior of paratyphoid salmonelas 
and other microorganisms, and also that different Salmonella serovars may have 
different interactions with the host immune system.   
 








Poucos são os microrganismos patogênicos transmitidos pelos alimentos que 
recebem tanta atenção por parte da comunidade científica como a Salmonella spp. 
Grande quantidade de experimentos (Berchieri Jr et al. 2001; Mead, 2004; Newell et 
al. 2010; Barrow et al. 2012) e até mesmo livros (Wray e Wray, 2000; Russel, 2012) 
têm sido publicados tratando exclusivamente do tema da Salmonelose. Isso significa 
amplo investimento em pesquisa buscando entender a relação desta bactéria com o 
homem, com os animais e com o ambiente. A investigação científica permitiu avanço 
significativo no entendimento dos mecanismos de infecção e resistência deste 
agente no hospedeiro. A disponibilidade de ferramentas como a imunoistoquímica, 
citometria de fluxo e determinação de citocinas, e técnicas moleculares de 
sequenciamento do genoma das aves, tem contribuído para a compreensão de 
como o hospedeiro responde à infecção.  
Por outro lado, apesar da inegável evolução no conhecimento científico 
relativo a este patógeno, o seu controle ainda está baseado em abordagem 
empírica, como por exemplo, o uso eventual de antibioticoterapia em lotes positivos.  
Ainda existem várias questões a serem respondidas e a erradicação deste patógeno 
no moderno sistema de produção de aves ainda é uma meta utópica à luz do 
conhecimento até hoje adquirido (Barrow et al., 2012).  
Ano após ano o Brasil tem se firmado como produtor de aves, sendo que ao 
redor de 32% de toda a produção nacional é exportada. Desde 2008 o Brasil 
conquistou o posto de maior exportador de carne de frango do mundo e tem 
sustentado esta posição (UBABEF, 2013). Os principais mercados externos para o 




Neste contexto, o controle da Salmonella spp dentro da cadeia produtiva 
ganha grande importância, pois a presença do patógeno na carne é parâmetro de 
qualidade e interfere na relação comercial entre os países, podendo levar até 
mesmo a destruição de produto exportado caso seja detectada a positividade (Back 
e Ishizuka, 2010).  
A Europa lidera a lista de compradores mais exigentes com relação ao 
controle da carne de frango importada, sendo que os resultados da monitoria para 
Salmonella são publicados pela Autoridade Europeia em Segurança Alimentar 
(EFSA) através do sistema de alerta rápido em alimentos (RASFF, 2008). Todo o 
controle e monitoramento estão baseados em legislações específicas que 
determinam medidas de proteção contra zoonoses em produtos de origem animal de 
modo a prevenir toxinfecções alimentares transmitidas pelos alimentos (EU 
COUNCIL DIRECTIVE, 1992).  
A identificação do gênero Salmonella ocorreu no final do século XIX. Seu 
nome refere-se ao cientista estadunidense Daniel Elmer Salmon que fez a relação 
entre a doença e o microrganismo. Este gênero é composto de bactérias Gram 
negativas, móveis ou imóveis, não formadores de esporos e anaeróbicos 
facultativos. O gênero Salmonella é composto de bactérias morfológica e 
bioquimicamente homogêneo (Gast, 2003), porém, dentro deste gênero, são 
conhecidos mais de 2500 sorotipos (Sharr, 2003), classificados em função da 
presença de antígenos somáticos (O) e flagelares (H).   
Pela última taxonomia e nomenclatura proposta por Popoff et al. (1996), o 
gênero Salmonella é dividido em duas espécies: S. enterica e S. bongori. A espécie 
Salmonella enterica por sua vez é dividida em seis subespécies bioquimicamente 




diferenciadas em centenas de sorotipos (sorovar) identificados por nomes ou 
números. Assim, por este esquema, a designação de Salmonella minnesota 
passaria a ser Salmonella enterica subespécie enterica serovar Minnesota, ou de 
forma simplificada Salmonella Minnesota (SM).  
A maioria dos sorovares patogênicos encontram-se no gênero Salmonella 
enterica e normalmente recebem nomes relacionados com a espécie ou a região 
geográfica em que foram encontradas. A sorotipificação de toda Salmonella sp. da 
subespécie I ou enterica é importante para identificação das amostras mais 
patogênicas e para avaliações epidemiológicas (Rodrigues, 2011). 
A Salmonella Enteritidis (SE) pertence ao grupo D, tendo antígenos somáticos 
O = 1, 9, 12 e antígenos flagelares H = g, m:1, 7. A Salmonella Typhimurium (ST) 
pertence ao grupo B, tendo antígenos somáticos O = 1, 4, 5, 12 e antígenos 
flagelares H = i: 1, 2. Já a Salmonella Minnesota (SM) pertence ao grupo L, tendo 
antígeno somático O 21 e antígenos flagelares H b: e, n, x (Popoff et al., 1996). 
No ano de 2013 houve um aumento significativo das notificações por meio do 
RASFF ao produto de origem brasileira (UBABEF, 2013). Os sorovares mais 
prevalentes identificados na carne de frango brasileira foram a Salmonella 
Heidelberg seguida da Salmonella Minnesota. Isso deixa o setor em estado de 
alerta, pois além da exposição do produto brasileiro, os frigoríficos de origem 
também recebem auditorias do governo com relação aos procedimentos de controle 
em toda a cadeia produtiva, que podem levar até mesmo ao banimento da 
autorização para exportação (BRASIL, 2003).  
A Salmonella é uma enterobactéria e como tal a sua relação com a resposta 
imunológica da mucosa intestinal e com a microbiota tem sido alvo de investigação 




gastrintestinal, enquanto outros são também microrganismos septicêmicos, sendo 
capazes de invadir a corrente circulatória (Berchieri Júnior e Barrow, 1995). A 
resposta imunológica da ave depende do grau de agressão e principalmente da 
capacidade de invasão do sorovar envolvido.  
As infecções por salmonelas estimulam tanto imunidade celular quanto 
humoral. Infecções primárias provocam a produção do interferon gama (IFNγ) 
através das células T helper (CD4+) e células NK (Natural Killer). O INF-γ possui 
ação efetiva em cepas de salmonelas virulentas reativas a oxigênio, mas não é 
essencial para matar cepas avirulentas de vacinas (Van Immerseel et al., 2005). 
Entre as inúmeras funções do IFN-γ, ressalta-se a ativação da habilidade dos 
macrófagos para matar as salmonelas. 
Os antígenos replicantes vivos, de forma geral, determinam uma sinalização 
celular que culmina com a ligação do antígeno (mais especificamente de seu 
determinante antigênico) à outro complexo proteico chamado de MHC-I (Complexo 
de histocompatibilidade maior-I). A apresentação do determinante antigênico ligado 
à este MHC permite a interação da célula apresentadora com um linfócito T 
chamado de CD8+. Este CD8+ irá evoluir para um linfócito T citotóxico, o que, 
mediante reconhecimento do MHC-I ligado ao mesmo determinante antigênico em 
qualquer célula infectada, causará lise desta célula (Davison et al., 2008). Este 
mecanismo de defesa por ativação dos linfócitos T citotóxicos é particularmente 
importante no caso das infecções por Salmonella, pois se trata de uma bactéria 
intracelular facultativa (Berndt e Methner, 2001). 
Por outro lado, a interação da Salmonella com o linfócito T CD4+, se dá por 
meio de outro complexo protéico chamado de MHC-II (Complexo de 




ou auxiliar), que poderá gerar dois tipos de resposta, uma chamada Th1 e outra Th2. 
A resposta Th1 gerará linfócitos T que ativarão macrófagos infectados por bactérias 
intracelulares, enquanto a Th2 gerará linfócitos que irão interagir com linfócitos B 
sensibilizados pelo mesmo antígeno (Davison et al., 2008).  
Comparações entre vacinas inativadas e vacinas vivas demonstraram que as 
últimas são mais efetivas no estímulo da resposta imune mediadas por células com 
participação de percentual de células CD4+ e CD8+ significativamente maior em 
relação a vacinas inativadas (Babu et al., 2003).  
Grande parte do custo no sentido de controlar a Salmonella é realizado com 
foco nos animais seja por intervenções terapêuticas (medicações) ou por medidas 
de profilaxia e biosseguridade (vacinação). O uso destas ferramentas é 
imprescindível para garantir a produtividade e saúde das aves (Mead, 2000; Van 
Immerseel et al., 2004; Van Immerseel et al., 2009). Porém cada vez mais a indústria 
avícola vem demonstrando interesse em desenvolver formas de reduzir também a 
contaminação ambiental deste patógeno, de modo a evitar a recontaminação dos 
animais (Mead, 2004).  
No sistema moderno e intensivo de produção avícola brasileiro, múltiplos lotes 
são criados utilizando a mesma cama sequencialmente, nos quais, as aves recém 
eclodidas são alojadas nas granjas mantendo contato direto com a cama já no 
primeiro dia de vida. Assim, a microbiota ambiental irá se transferir para estes 
animais de forma bastante precoce visto elas não terem a sua microbiota 
estabelecida. Dessa forma, tratamento de cama por meio do enlonamento, 
amontoamento ou mesmo a adição de cal no intervalo dos lotes são utilizados para 
controlar a qualidade microbiológica da cama, com o objetivo de reduzir a 




Fries et al. (2005) demonstraram que a cama dos aviários é um complexo 
ecossistema onde encontramos grande quantidade de bactérias, vírus e 
protozoários. Normalmente a composição de microrganismos presentes na cama 
dos aviários acompanha a microbiota presente no intestino das aves sendo a 
maioria dos microrganismos apatogênicos.  
Sendo assim, o objetivo geral desta tese foi o de investigar o tema das 
salmoneloses abordando os três principais fatores relacionados à patogenia desta 
doença: o agente etiológico por meio da comparação dos diferentes sorovares, o 
hospedeiro por meio do estudo da resposta imune do intestino das aves (capítulo I) 
e o ambiente pelo estudo da interação da Salmonella com microrganismos 
probióticos na dieta e de camas reutilizadas (capítulo II e anexo, respectivamente). 
Esta tese foi elaborada em conformidade com as instruções da Associação 
Brasileira de Normas Técnicas (ABNT) e das Normas Internas para Elaboração de 
Dissertações e Teses da UFPR. Foi adotado o formato de capítulos, sendo os 
capítulos internos correspondentes a artigos cujo texto e elementos estão prontos 
para publicação em periódicos. A formatação da tese seguiu um mesmo padrão em 
todo o documento, com o mesmo tipo e formato de letra, parágrafos, tabulação, 
espaçamento de linhas, títulos de ilustrações e todos os outros elementos 
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AVALIAÇÃO DA RESPOSTA IMUNOLÓGICA DA MUCOSA INTESTINAL DE 






















AVALIAÇÃO DA RESPOSTA IMUNOLÓGICA DA MUCOSA INTESTINAL DE 
FRANGOS DE CORTE DESAFIADOS COM DIFERENTES SOROVARES DE 
Salmonella 
 
RESUMO. Foi delineado o presente estudo com o objetivo de comparar o efeito de 
diferentes sorovares de Salmonella na resposta imune local da mucosa do intestino 
de frangos de corte. Aos 7 dias de idade, frangos foram desafiados com os 
sorovares S. Enteritidis, S. Typhimurium, S. Senftenberg, S. Mbandaka e S. 
Minnesota. Foi observado que todos os sorovares testados foram capazes de 
colonizar o intestino das aves sendo possível o isolamento de Salmonella em 
suabes de cloaca, 48 h após inoculação. De maneira geral, as aves do controle 
negativo, não desafiado, apresentaram quantidade significativamente menor de 
células imunológicas na mucosa intestinal do que as aves desafiadas. Porém, 
verificou-se que os sorovares de Salmonella, utilizados neste estudo, tiveram 
diferentes efeitos sobre a dinâmica celular da mucosa do íleo e ceco e afetaram de 
modo diferente o ganho de peso e ganho médio diário das aves demonstrando 
distintos graus de patogenicidade. Os sorovares Enteritidis e Typhimurium 
apresentaram um efeito mais intenso tanto no desempenho quanto na mobilização 
de células imunológicas para mucosa intestinal de frangos. 
 
PALAVRAS-CHAVE: Células caliciformes, macrófagos, células CD4+, células CD8+, 
Salmonella Enteritidis, Salmonella Typhimurium, Salmonella Mbandaka, Salmonella 














EVALUATION OF IMMUNE RESPONSE OF THE INTESTINAL MUCOSA IN 
BROILERS CHALLENGED WITH DIFFERENT SALMONELLA SEROVARS  
 
ABSTRACT. The present study was designed to compare the effect of different 
Salmonella serovar in immune response across the count of CD8+ cells, CD4+ cells, 
goblet cells and macrophages in the gut mucosa of broilers. During the experimental 
inoculation at 7 days of age were used serovars S. Enteritidis, S. Typhimurium, S. 
Senftenberg, S. Mbandaka and S. Minnesota. It was observed that all serovars 
tested were capable of contaminating the poultry being possible counts of Salmonella 
in cloacal swabs, 48 h after inoculation and into the crop and cecum, at 14 and 20 
days of age the poultry. Serovars tested had different effects on broiler performance 
assessed at 20 days. In the mucosa of the ileum and cecum of broilers, it was 
observed that some of the serotypes increased CD8 + cells, CD4 + cells, goblet cells 
and macrophages compared to the negative control group both at 14 days as at 20 
days of life of the poultry; S. Enteritidis and S. Typhimurium are the serovars that 
showed the effect more intense both in performance and in the immune system of 
birds showing pathogenic characteristic; generally the broilers of the negative control 
showed significantly less immune cells on the intestinal mucosa than broilers 
inoculated experimentally. However, it was found that the Salmonella serovars used 
in this study had different effects on the cellular dynamics of the mucosa of the ileum 
and cecum and differently affect weight gain and average daily gain of poultry 
showing different levels of pathogenicity.  
 
KEY WORDS: Goblet cells, macrophages, CD4+ cells, CD8+ cells, Salmonella 
Enteritidis, Salmonella Typhimurium, Salmonella Mbandaka, Salmonella Senftenberg 













As salmoneloses estão entre as doenças potencialmente transmitidas pelos 
alimentos sendo utilizadas como critério de qualidade dos produtos e interferindo no 
comércio internacional da carne de frango. Bactérias deste gênero têm sido 
identificadas como uma das principais causas de toxinfecções alimentares em seres 
humanos (Mürmann et al., 2008). Esses microrganismos podem apresentar 
comportamento distinto dependendo do sorovar envolvido, sendo capazes de 
produzir desde infecções alimentares brandas até casos fatais.  
No relatório anual da Agência Nacional de Vigilância Sanitária Brasileira 
(ANVISA 2007), a Salmonella Enteritidis (SE) representou o principal sorovar isolado 
em casos de toxinfecções em seres humanos com participação de 48,8% do total 
reportado. A SE também foi o principal sorovar detectado em amostras isoladas de 
frangos de corte no abatedouro, realizadas pelo Ministério da Agricultura do Brasil 
(Freitas, 2011). Neste levantamento também foi observado aumento no percentual 
de outros sorovares como, por exemplo, a Salmonella Minnesota encontrado em 
9,38% das amostras entre o período de 2009 e 2010.  
Distintos sorovares também tem sido reportados na Europa, em carne de 
frango exportada do Brasil (RASFF, 2012). Neste último ano os sorovares mais 
presentes tem sido a Salmonella Heidelberg seguida de Salmonella Minnesota.  
O controle das salmoneloses, como zoonose, representa um desafio à saúde 
pública em função da complexidade da sua epidemiologia, onde a prevalência dos 
diferentes sorovares pode variar entre localidades, estados e países, sendo 
recomendado estabelecer medidas de vigilância e identificação destes sorovares em 
seres humanos e aves de produção, com o propósito de desenvolver programas de 




Um fato relevante que dificulta o controle deste microrganismo na cadeia de 
produção de aves é a ausência de sinais clínicos e/ou lesões em lotes contaminados 
por sorovares paratifóides onde, na maioria das vezes, a ave é portadora 
assintomática (Feitas, 2011). Além disso, estudo epidemiológico realizado por 
Rabsch et al. (2000) demonstrou que existe relação de exclusão competitiva entre 
diferentes sorovares. Este comportamento de alternância entre sorovares distintos 
na população indica que o nicho ecológico de um sorovar específico pode ser 
ocupado por outro. Dessa forma, tendo em vista a emergência de novos sorovares e 
a re-emergência de outros em determinadas áreas, o controle das salmoneloses 
passa pelo conhecimento dos comportamentos dos diferentes sorovares em relação 
a sua prevalência e característica de patogenicidade. Pesquisas comparativas têm 
demonstrado que os diferentes sorovares apresentam distintas patogenicidades 
quando comparados entre si (Gast e Benson, 1995). 
Com o objetivo de melhor entender como acontecem essas diferenças de 
resposta imunológica em frangos de corte, foi desenvolvido o presente estudo para 
comparar a infecção dos diferentes sorovares na resposta imune por meio da 
dinâmica de células imunológicas na mucosa intestinal de aves. 
 
MATERIAL E MÉTODOS 
 
Animais e instalações 
Foram alojados 180 frangos de corte do 1° ao 20° dia de idade da linhagem 
COBB 500, divididos em seis tratamentos em delineamento experimental 
inteiramente casualizado (Tabela 1). 
As aves de cada tratamento foram alojadas em salas isoladores, idênticas, 




diferentes tratamentos. Estas salas foram previamente limpas, desinfetadas e a 
cama de maravalha utilizada foi previamente esterilizada em autoclave 121º C/ 15 
minutos. Foi realizado teste de esterilidade nas salas, equipamentos e cama por 
meio de suabes ambientais antes do início do experimento, assim como no fígado e 
ceco de cinco aves para certificar da ausência de Salmonella. 
  Os animais foram mantidos em temperatura ideal de conforto para a idade 
das aves de acordo com orientação do manual de manejo COBB, com fornecimento 
de água e ração à vontade, sendo alimentadas com dietas fareladas e balanceadas 
em níveis iguais aos recomendados para idade das aves (Rostagno, 2011). Para 
garantir a uniformidade, todas as aves foram pesadas individualmente e distribuídas 
igualmente de acordo com o peso inicial entre os tratamentos. Ao final do 
experimento (20° dia de idade), as aves foram novamente pesadas para cálculo do 
peso médio e ganho de peso diário nos diferentes tratamentos. 
Este projeto foi aprovado pela Comissão de Ética no Uso de Animais (CEUA 
SCA) da Universidade Federal do Paraná sob Protocolo n° 31-2011. 
 
Digestibilidade 
Foi realizado experimento de digestibilidade para determinar o coeficiente de 
retenção de matéria seca (MS), de extrato etéreo (EE), de proteína bruta (PB) e de 
energia bruta (EB) nas fezes ileais das aves. Foi realizada coleta de excretas do íleo 
no momento da morte das 20 aves por tratamento (5 pools de 4 aves) aos 20 dias. 
Para determinação da digestibilidade foi utilizada a metodologia de Sakomura e 
Rostagno (2007). Em seguida, as amostras foram moídas e encaminhadas ao 




Queiroz (2002). Os resultados foram submetidos a análise de variância e as 
diferenças entre as médias foram determinadas pelo teste de Tukey (P<0,05). 
 
Cepa e Desafio 
Aos 7 dias de idade os animais dos tratamentos foram desafiados com 1 mL 
de suspensão de Salmonella Enteritidis (SE), Salmonella Typhimurium (ST), 
Salmonella Senftenberg (SS), Salmonella Mbandaka (SMb) e Salmonella Minnesota 
(SM) na concentração 1,0X105 UFC/mL por via oral de acordo com a Tabela 1. 
Estas cepas foram isoladas de lotes de frangos de corte em produtores em 
condições de criação industrial. 
 
Tabela 1 Descrição da fórmula antigênica dos diferentes sorovares de Salmonella utilizadas na 







   Fase 1 Fase 2 Outra 
T1 Controle Negativo - - -  
T2 – (D1) S. Enteritidis 1,9,12 g,m -  
T3 – (B) S. Typhimurium 1,4,[5],12 i 1,2  
T4 – (E4) S. Senftenberg 1,3,19 g,[s],t - [z27],[z34],[z37],[z43], 
     [z45],[z46],[z82] 
T5 – (C1) S. Mbandaka 6,7,14 z10 e,n,z15 [z37,],[z45] 
T6 – (L) S. Minnesota 21 b e,n,x [z33],[z49] 
 
 
Para o preparo do inóculo, uma colônia pura de cada sorovar, isolada de 
frangos de corte, foi retirada do Agar estoque e incubada em solução de BHI (Brain 
Heart Infusion) por 24h a 37±2°C. Esta suspensão foi diluída até a concentração 0,5 
da Escala de MacFarland e aferida em espectrofotômetro, previamente descrito por 
Pickler et al. (2012), sendo posteriormente cultivada em meio de cultura para 






Coleta de material para microbiologia, histopatologia e imunoistoquímica 
Para análise microbiológica foram realizados suabes de cloaca 48 h após 
inoculação, sendo 5 amostras por tratamento (cada amostra foi composta por um 
pool de 3 animais) para análise de contagem de Salmonella. Aos 14 e aos 20 dias 
de idade (10 animais por tratamento/coleta) foram necropsiados para coleta de papo 
e ceco de forma asséptica e posterior análise de Salmonella.  
Foram realizadas também coletas de fragmentos de íleo e ceco de 5 animais 
por tratamento fixados em formol tamponado 10% para análise de células 
caliciformes e fragmentos dos mesmos segmentos congelados em nitrogênio líquido 
para posterior análise de linfócitos T CD8+, CD4+, células caliciformes e 
macrófagos.  
 
Processamento das amostras para análise microbiológica 
As análises de contagem de Salmonella foram realizadas de acordo com 
Pickler et al. (2012). Os suabes de cloaca, os papos e os cecos foram diluídos em 
água peptonada 2% em proporção de 1:10. Retirou-se 1 mL da solução de água 
peptonada 2% que foi pipetado no tubo contendo 9 mL de água peptonada 0,1% e 
assim sucessivamente até a diluição 10-3. Posteriormente retirou-se 100 μL de cada 
diluição, plaqueou-se em duplicata em meio Verde Brilhante com novobiocina e com 
alça de Drigalsky esterilizada espalhou-se o líquido na placa. As placas foram 
incubadas em estufa regulada a 35±2°C por 24 h e submetidas à posterior contagem 
das colônias típicas. 
A solução inicial de água peptonada 2% foi incubada a 35±2°C por 24 h, em 




plaqueamento direto, retirou-se 100 μL da solução inicial em água peptonada 2% e 
acrescentou-se em um tubo contendo 10 mL de caldo Rappaport-Vassiliadis, 
incubou-se em estufa regulada a 42±2°C por 24 h para confirmação da positividade 
ou negatividade da amostra. 
Os resultados das contagens de colônias foram expressos de acordo com 
Procedimentos de Contagem de Colônia de acordo com a Normativa nº 62 publicada 
em 26 de agosto de 2003 (Brasil - MAPA).  Os resultados foram transformados em 
Log10 para análise estatística. Amostras de colônias foram enviadas ao FIOCRUZ 
para tipificação.  
 
Processamento e leitura do material para histopatologia e imunoistoquímica 
Para as análises de linfócitos T CD8+, CD4+ e macrófagos, as amostras 
foram incluídas em gel Tissue-Tek O. C. T. (Miles, Elkhart IN, US), congeladas em 
nitrogênio líquido, seccionadas com 5 μm de espessura em aparelho criostato e 
fixadas em lâminas carregadas positivamente em acetona 100%. Em seguida foi 
realizada a re-hidratação com PBS 0,1M pH 7,6, bloqueio da peroxidase endógena 
com peróxido de hidrogênio 3% por 5 minutos e proteína bloqueadora por 8 minutos. 
Os anticorpos primários utilizados foram Anti-CD8 (CT-8 Southern Biotech 1:100), 
Anti-CD4 (CT-4 Southern Biotech 1:100) e Anti-macrófago KUL01 Southern Biotech 
1:150), incubados por 90 minutos a 37°C. Para detecção da reação foram utilizados 
anticorpos secundários anti-camundongo e anti-coelho combinados em sistema de 
amplificação, kit ADVANCE®, por 30 minutos. Para revelação da reação foi utilizado 
cromógeno, kit DAB®, por 30 segundos. As lâminas foram contra-coradas com 
Hematoxilina de Meyer, lavadas em água para posterior montagem das mesmas, 




Campos microscópicos com presença de células positivas foram 
quantificados em microscopia de luz com ampliação de 100X (Olympus BX41 
Olympus America INC., NY, USA). Foram analisados 20 campos para cada 
tratamento e para cada marcador de superfície celular.  
As amostras de íleo e ceco foram processadas rotineiramente para histologia 
e coradas com Alcian Blue. Foi avaliado o número de células caliciformes, com 
leitura de 20 campos por tratamento em aumento de 100X (Olympus BX41 Olympus 
America INC., NY, USA) (Smirnov et al. 2004). 
 
Análise Estatística 
Para realização da análise estatística foi utilizado o programa estatístico 
StatView for Windows Copyright© 1998 (SAS Institute Inc., NC, USA). As contagens 
de colônias de Salmonella foram transformadas em Log 10 para análise estatística. 
As variáveis foram analisadas inicialmente pelo teste de normalidade (Shapiro-Wilk). 
Todos os resultados foram submetidos à ANOVA, sendo aplicado o teste de Tukey à 
5% de probabilidade para as variáveis paramétricas (peso médio e digestibilidade) e 





Desempenho e digestibilidade 
O peso médio e ganho de peso diário das aves nos diferentes tratamentos ao 
primeiro e ao 20º dia de idade estão expressos na Tabela 2. Foi possível observar 
que aves desafiadas com SM apresentaram maior ganho de peso diário e peso vivo 




Tabela 2. Peso médio e ganho de peso diário das aves (GPD) erro padrão nos diferentes 
tratamentos ao primeiro, e 20 dias de idade (Resultados Expressos em gramas)  
TRATAMENTO Peso 1 dia Peso 20 dias GPD 1-20 dias
Controle negativo 43,80 ±2,20 863,30 ±58,60 ab 40,92 ±2,89 ab 
Salmonella Enteritidis 43,52 ±2,53 858,16 ±129,20 b 40,74 ±6,47 b 
Salmonella Typhimurium 43,72 ±2,46 849,93 ±62,43 b 40,29 ±3,12 b 
Salmonella Senftenberg 43,32 ±2,63 888,27 ±71,24 ab 42,24 ±3,52 ab 
Salmonella Mbandaka 43,55 ±2,51 886,00 ±94,15 ab 42,13 ±4,66 ab 
Salmonella Minnesota 43,55 ±2,25 923,13 ± 68,00 a 43,97 ±3,40 a 
Valor de P 0,9700 0,0100 0,0000 
a,b Letras diferentes na mesma coluna são significativamente diferentes pelo teste estatístico de 
Tukey P ≤ 0,05 
 
Os resultados do percentual de digestibilidade de MS, EE, PB e EB das fezes 
ileais coletadas com 20 dias de idade das aves estão expressos na Tabela 3. Não 
houve diferença significativa entre os percentuais de digestibilidade de MS, EE e EB 
nos diferentes tratamentos. Já na digestibilidade da PB houve diferença significativa 
apenas entre o grupo inoculado com SMb e o grupo controle e a SS. Os demais 
tratamentos não apresentaram diferenças estatisticamente significativas.  
 
Tabela 3. Taxa de retenção de nutrientes nos diferentes tratamentos. 
(Resultados expressos em % de digestibilidade) 
Tratamento MS EE PB EB 
Controle negativo 69,38 92,80 84,44 
a 70,49 
Salmonella Enteritidis 69,30 92,74 82,47 ab 70,70 
Salmonella Typhimurium 68,61 91,73 82,51 ab 69,74 
Salmonella Senftenberg 70,54 91,97 84,26 a 71,48 
Salmonella Mbandaka 67,95 90,71 81,41 b 69,49 
Salmonella Minnesota 69,07 92,35 83,60 ab 69,99 
Valor de P 0,4077 0,0555 0,0119 0,5377 
CV 2,71 1,19 1,65 2,53 
a,b Letras diferentes na mesma coluna são significativamente diferentes pelo teste de Tukey P ≤ 0,05 
* MS – Matéria Seca, EE – Extrato Etéreo, PB – Proteína Bruta, EB – Energia Bruta. 
 
Microbiologia 
As amostras de fígado e ceco coletadas no primeiro dia foram todas negativas 
para análise de Salmonella sp. O tratamento negativo não inoculado permaneceu 
negativo para Salmonella durante todo o período indicando a eficiência do sistema 




Os resultados da contagem de colônias de Salmonella (média ± erro padrão) 
em suabe de cloaca 48 h após inoculação, papo e ceco aos 14 e 20 dias de idade 
dos diferentes tratamentos estão expressos nas Tabelas 4 e 5. Todos os sorovares 
testados foram capazes de contaminar significativamente as aves sendo possível a 
contagem dos respectivos sorovares em suabes 48 h pós-inoculação e também nos 
papos e cecos aos 14 e 20 dias das aves. As amostras positivas submetidas ao 
teste de sorotipificação demonstraram que não houve contaminação cruzada entre 
os diferentes sorovares utilizados no experimento. 
 
 
Tabela 4. Média e erro padrão da contagem de Salmonella em suabes de cloaca realizados nos 
diferentes tratamentos 48 h após a inoculação (Resultados expressos em Log10) 
Tratamento Média±EP 
Controle negativo 0,00±0,00 a 
Salmonella Enteritidis 2,05±0,85 b 
Salmonella Typhimurium 3,32±0,53 c 
Salmonella Senftenberg 2,13±1,00 b 
Salmonella Mbandaka 2,15±0,80 b 
Salmonella Minnesota 2,22±0,61 b 
Valor de P 0,001 
a,b,c Letras diferentes na mesma coluna são significativamente diferentes pelo teste de Kruskal Wallis 





Tabela 5. Média e erro padrão da contagem de Salmonella nos diferentes tratamentos em papo 
e ceco aos 14 dias e 20 dias de idade das aves (Resultados expressos em Log 10) 
Fragmento/ n Controle SE* ST* SS* SMb* SM* 
Idade               
Papo/14 dias 10 0,00 ± 0,00a 1,33 ± 0,95b 1,62 ± 0,72b 2,23 ± 1,44b 1,00 ± 0,00b 1,70 ± 1,41b 
Ceco/14 dias 10 0,00 ± 0,00a 3,90 ± 1,36c 3,64 ± 1,35bc 3,01 ± 2,18bc 2,00 ± 1,75b 4,35 ± 1,53c 
Papo/20 dias 10 0,00 ± 0,00a 0,87 ± 0,35ab 1,50 ± 0,90b 1,30 ± 0,50b 1,12 ± 0,35b 0,55 ± 1,54ab
Ceco/20 dias 10 0,00 ± 0,00a 3,92 ± 1,12c 2,15 ± 1,34b 3,36 ± 2,00c 2,92 ± 1,90bc 2,97 ± 1,83bc
Valor de P <0,001 
a,b,c Letras diferentes na mesma linha são significativamente diferentes pelo teste de Kruskal Wallis P 
≤ 0,05 
* SE - Salmonella Enteritidis, ST - Salmonella Typhimurium, SS - Salmonella Senftenberg, SMb - 






Histopatologia e Imunoistoquímica  
A Tabela 6 expressa os resultados da contagem de linfócitos CD8+, CD4+, 
células caliciformes e macrófagos aos 14 e 20 dias de idade no íleo e ceco de 
frangos de corte nos diferentes tratamentos. As Figuras 1 e 2 demonstram cortes 
histológicos do ceco das aves com aplicação da técnica de imunoistoquímica para 
células caliciformes e células CD8+ respectivamente. 
 
Tabela 6. Média da contagem de células CD8+, CD4+, caliciformes e macrófagos no intestino 
das aves dos diferentes tratamentos aos 14 e 20 dias de idade (Resultados em unidades) 
Fragmento/Idade Variável n Controle SE* ST* SS* SMb* SM* 
 CD8+ 10 27,90b 62,70a 63,13a 47,6ab 34,63b 37,03ab 
Íleo/14 dias CD4+ 10 9,76c 69,80a 67,46a 47,2ab 32,03bc 46,66ab 
 Caliciformes 20 34,82c 79,62ab 99,10a 32,7c 68,92ab 47,85bc 
 Macrófago 10 12,26b 54,86a 62,7a 53,9a 53,63a 35,53ab 
 CD8+ 10 16,60 31,25 27,80 35,55 33,05 38,75 
Íleo/20 dias CD4+ 10 10,75c 39,10ab 53,35a 30,1bc 26,55bc 23,15bc 
 Caliciforme 20 68,55 78,52 64,90 49,7 53,87 47,42 
 Macrófago 10 6,70c 40,75bc 46,60a 29,5abc 36,80ab 22,60bc 
 CD8+ 10 22,23b 62,46a 75,50a 32,3b 48,86b 31,36b 
Ceco/14 dias CD4+ 10 28,50bc 66,10a 59,83a 44,1abc 52,90a 21,53c 
 Caliciforme 20 50,00bc 93,05a 72,32ab 58,3bc 52,22bc 37,02c 
 Macrófago 10 27,83bc 52,68ab 71,53a 53,1ab 51,86ab 15,96c 
 CD8+ 10 29,30ab 23,05b 47,00a 47,2a 19,55b 16,90b 
Ceco/20 dias CD4+ 10 7,15c 45,20a 47,45a 30,8ab 20,20bc 32,20ab 
 Caliciforme 20 51,27bc 91,87a 72,20ab 49,9bc 62,10abc 35,62c 
 Macrófago 10 21,70bc 45,10a 22,80abc 45,6a 35,75ab 12,00c 
a,b,c Letras diferentes na mesma linha são significativamente diferentes pelo teste de Kruskal Wallis P 
≤ 0,05 
* SE - Salmonella Enteritidis, ST - Salmonella Typhimurium, SS - Salmonella Senftenberg, SMb - 






Figura 1: Fotomicrografia dos cecos das aves com 20 dias de vida demonstrando as células 
caliciformes coradas presentes na mucosa intestinal. (Imunoistoquímica, 40X).  
 
Figura 2: Fotomicrografia dos cecos de aves com 20 dias de vida demonstrando as células 
CD8+ coradas presentes no intestino. (Imunoistoquimica, 40X).  
 
Na análise de células CD8+ no íleo aos 14 dias de idade, aves desafiadas 
com SE e ST apresentaram quantidade significativamente maior de células quando 
comparado as aves desafiadas com SMb ou não desafiadas.  Aos 20 dias de idade, 
não foram observadas diferenças estatisticamente significativas entre os 




significativamente maior de células CD8+ nos grupos desafiados com SE e ST 
quando comparado aos demais tratamentos. E aos 20 dias de idade no ceco, os 
grupos desafiados com ST e SS apresentaram contagem significativamente maior 
de células CD8+ com relação aos demais grupos exceto o controle. 
No íleo, aos 14 e aos 20 dias de idade, as aves desafiadas com SE e ST 
apresentaram contagem significativamente maior de células CD4+ que o grupo 
controle. No ceco, aos 14 dias os grupos desafiados com SE, ST e SMb 
apresentaram quantidade significativamente maior de células CD4+ quando 
comparado ao controle negativo e ao grupo desafiado com SM. Aos 20 dias, no 
ceco, as aves desafiadas com SE, ST, SS e SM apresentaram quantidade 
significativamente maior de células CD4+ que o grupo controle. 
Com relação a contagem de células caliciformes, aos 14 dias de idade no 
íleo, os grupos não desafiado e desafiado com SS apresentaram contagem 
significativamente menor que os grupos com SE, ST e SMb. Aos 20 dias no íleo não 
foram observadas diferenças significativas entre os grupos.  No ceco aos 14 e aos 
20 dias de idade os grupos desafiados com SE e ST apresentaram contagem de 
células caliciformes significativamente maior quando comparada ao grupo desafiado 
com SM.  
Na análise de macrófagos na mucosa intestinal, aos 14 dias de idade no íleo, 
o grupo controle negativo apresentou quantidade significativamente menor de 
células que os demais grupos desafiados exceto o grupo SM.  Aos 20 dias no íleo, o 
controle negativo apresentou quantidade significativamente menor de macrófagos 
que os grupos desafiados com ST e SMb. Aos 14 e 20 dias no ceco, aves do grupo 
desafiado com SM, apresentaram quantidade significativamente menor do que os 






De maneira geral, a contaminação pelas salmonelas paratíficas não 
interferem de forma significativa no desempenho zootécnico das aves, pois este 
grupo de salmonelas estão altamente adaptadas as aves e convivem de forma 
equilibrada com o hospedeiro. Porém, alguns sorovares, como por exemplo, a SE, 
tem extensa colonização no trato digestório e causam doença com envolvimento do 
sistema imunológico (Gast e Benson, 1995).  
A avaliação de retenção e metabolizabilidade tem sido utilizada em 
experimentos de nutrição para avaliar a digestibilidade do alimento (Ravindran et al., 
1999). No presente trabalho investigou-se as diferenças na digestibilidade e 
desempenho das aves desafiadas com os diferentes sorovares. Com relação ao 
peso aos 20 dias nos diferentes tratamentos, o que mais se destaca foi o menor 
peso de aves inoculadas com SE e ST quando comparadas as aves desafiadas com 
SM, o que pode ser relacionado com o custo da resposta imunológica destas aves 
desafiadas com sorotipos de Salmonella muito imunogênicos como SE e ST (Berndt 
e Methner, 2001). 
Nestes casos a resposta do organismo é a produção aumentada de células e 
proteínas como as proteínas de fase aguda sintetizadas pelo fígado (Klasing, 2007) 
e consequente piora no desempenho zootécnico. Este aumento na produção de 
células como resposta imunológica resulta em redistribuição e maior gasto de 
nutrientes como lisina. Estima-se que nas aves submetidas a desafio, a resposta 
imunológica inata e adaptativa utilizem 550 µmol/kg/dia de lisina, a qual poderia ser 
utilizada para o crescimento animal sendo convertida em 7,8 g de massa corporal/kg 




De acordo com Ravindran et al. (1999), houve consenso que o método de 
coleta de conteúdo ileal ao invés da coleta total de excretas é o método mais 
eficiente para avaliação da disgestibilidade dos alimentos em aves. Isso se deve ao 
fato de que a coleta neste ponto do intestino neutraliza o efeito adverso da 
microbiota cecal na digestibilidade da proteína. Utilizando esta metodologia, no 
presente estudo, verificou-se maior digestibilidade da proteína no grupo controle 
comparado ao grupo desafiado com SMb. Como este achado não está relacionado a 
piora no ganho de peso deste grupo desafiado com SMb, poderia ser relacionado a 
maior perda de integridade intestinal neste grupo, entretanto seria necessário mais 
estudos para entender estes resultados. 
A Salmonella é considerada um patógeno intracelular facultativo e a 
imunidade mediada por células tem um papel muito importante para a eliminação do 
patógeno dos tecidos, com a participação de células T (Holt et al., 2010). Trabalhos 
prévios avaliaram a interação dessas células em agregados linfoides intestinais após 
infecção oral com Salmonella em aves jovens (Sasai et al., 2000; Berndt et al., 2007; 
Hemert et al., 2007). As células T CD8+ desempenham um importante papel no 
combate das infecções primárias por salmonelas, assim como a resposta por IgA e 
leucócitos polimorfonucleados (Bernidt e Methener, 2001).  
No presente estudo foi observado que aves desafiadas com SE e ST 
apresentaram maior contagem de células CD4+ no íleo e ceco das aves aos 14 e 20 
dias, quando comparado aos demais sorovares e o controle negativo, o que também 
foi observado em trabalhos prévios onde foi evidenciado maior expressão destas 
células após infecção oral com SE (Sasai et al., 2000; Asheg et al., 2002) e com ST 
(Berndt e Methner, 2001; Beal et al., 2004). Em contrapartida, Hemert et al. (2007) 




dia pós-inoculação oral de 0,2 ml de 105 UFC/ml de Salmonella Enteritidis quando 
comparado com o controle negativo.  
O número de células CD8+ também foi maior no íleo e ceco de aves 
desafiadas com SE e ST quando comparado com os demais tratamentos. Berndt e 
Methner (2001) observaram em frangos inoculados com ST aumento destas células 
no ceco nos primeiros 9 dias PI comparado com o controle. Observa-se que aves 
desafiadas com SE apresentam aumento na quantidade de linfócitos T CD3+ 
(Pickler et al., 2013) e CD8+ (Berndt et al., 2006) na mucosa intestinal e redução 
dessas células na circulação sanguínea concluindo que rapidamente essas células 
migram do sangue ao intestino, primeiro sítio de infecção da Salmonella.   
A maior expressão celular na mucosa intestinal dos frangos desafiados é 
devido à alta patogenicidade e capacidade imunogênica que possuem SE e ST 
(Hassan et al., 1991; Desmidt et al., 1997). Durante a infecção intestinal estes dois 
sorovares penetram nos enterócitos resultando em uma resposta inflamatória 
considerável, ao contrário da Salmonella Pullorum e Gallinarum que geram uma 
resposta inflamatória muito menor no intestino e maior em outros tecidos que 
colonizam (Barrow et al., 2012). Os sorovares hospedeiro-específicos persistem 
mais nos linfonodos mesentéricos, no caso de mamíferos, e são determinantes para 
sua virulência sistêmica (Paulin et al., 2002).  
Em suínos inoculados oralmente com cepas de Salmonella Typhimurium e de 
Salmonella Choleraesuis, observou-se elevada contagem do sorovar Choleraesuis 
em linfonodos mesentéricos, enquanto o sorovar Typhimurium é associado com a 
rápida multiplicação na mucosa intestinal. Outra observação foi de que animais 
inoculados com ST apresentaram maior excreção que os desafiados com 




citocinas, às 24 h PI, a ST provocou altos níveis de transcrição de TNF, IL-8 e IL-18 
comparado com o sorovar Choleraesuis, de tal maneira que estes elevados níveis 
de citocinas pro-inflamatórias podem afetar à microbiota do intestino e promover a 
persistência intestinal da bactéria patogênica (Paulin et al., 2007).  
A rápida multiplicação da ST poderia desencadear a primeira resposta 
inflamatória seguida de uma infecção de grande magnitude, isso confinaria 
localmente o processo à mucosa intestinal, enquanto que a lenta multiplicação do 
sorovar Choleraesuis lhe permitiria evadir da ativação da resposta imune inata, 
favorecendo sua disseminação (Uthe et al., 2007). 
Os macrófagos tem uma importante função na defesa contra Salmonella. In 
vitro, essas células são capazes de fagocitar a Salmonella e prevenir sua 
multiplicação por meio de espécies reativas de oxigênio e nitrogênio (Shiloh e 
Nathan, 2000). Em trabalho realizado em cultivo celular Qureshi et al. (2000) 
observaram que macrófagos de aves foram capazes de eliminar efetivamente ST. 
No presente estudo, realizado in vivo, observou-se aumento significativo destas 
células nos tratamentos inoculados com SE e ST, sendo que nossos dados 
concordam com o trabalho de Berndt e Methner (2004), que observou grande 
quantidade  de macrófagos no ceco de aves infectadas com ST entre os dias 4 e 12, 
com um pico de expressão celular ao quinto dia  PI e com trabalhos de Van 
Immerseel et al. (2002) que observaram invasão de macrófagos na lâmina própria 
do ceco após inoculação com SE. 
No presente estudo, aves inoculadas com SM apresentaram o maior peso 
quando comparada aos demais tratamentos. Estes resultados chamam a atenção, 
pois, além de inéditos, são contrários ao consenso geral de que toda Salmonella traz 




sorovar. Em adição, os resultados de células CD4+, CD8+ e macrófagos no intestino 
parecem mostrar que este sorotipo é pouco imunogênico, podendo se adaptar muito 
bem à microbiota intestinal, promovendo pouca resposta imunológica local, fato este 
que merece mais estudos para melhor compreensão da resposta imunológica de 
aves à SM e entendimento da eventual condição de equilíbrio que este 
microrganismo estabelece com o hospedeiro.  
A composição antigênica utilizada para caracterizar os sorovares (Tabela 1) 
demonstra que a SM difere significativamente dos demais sorovares, pois não 
compartilha nenhum antígeno tanto somático quanto flagelar com os demais 
sorovares deste estudo. Isso é um indicativo da razão pela qual este sorovar pouco 
induz resposta na mucosa do intestino das aves. 
Já os sorovares SS e SMb apresentaram comportamento intermediário em 
relação a SE, ST e SM, tanto na capacidade de estimular o sistema imunológico 
quanto na interferência em peso aos 20 dias. Eles assumiram posição média na 
imunogenicidade e no efeito em desempenho das aves inoculadas. Estes dados 
estão de acordo com o trabalho comparativo de Gantois et al. (2008) que indicaram 
maior capacidade de colonização dos órgãos reprodutores da SE e ST em relação a 
outros sorovares estudados. Aparentemente alguns sorovares possuem 
características particulares que aumentam a chance de contaminar as aves 
causando perdas zootécnicas levando a um maior estímulo do sistema imune da 
ave. 
Conclui-se que existe uma relação entre a intensidade de estímulo do sistema 
imunológico e o gasto energético dos animais, sendo que microrganismos mais 
patogênicos repercutem em menor ganho de peso das aves em função do custo 




Salmonella estudados demostraram diferentes efeitos sobre a dinâmica celular da 
mucosa do íleo e ceco e afetaram de modo diferente o ganho de peso e ganho 
médio diário das aves. Mais estudos avaliando resposta imunológicas precoces com 
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AVALIAÇÃO DE DIFERENTES PROBIÓTICOS NA RAÇÃO PARA Salmonella 
Minnesota em frangos de corte 
 
RESUMO. Foi delineado o presente estudo com o objetivo de comparar a 
capacidade de diferentes probióticos via ração, em reduzir a colonização de 
Salmonella e interferir com a dinâmica celular na mucosa intestinal em frangos 
desafiados com Salmonella enterica enterica sorovar Minnesota (SM). Foram 
utilizados probiótico A constituído de Bacillus subtillis CCT 7711, probiótico B 
contendo Lactobacillus acidophilus + Lactobacillus plantarium + Lactobacillus 
rhamnosus + Lactobacillus bulgaricus + Enterococcus faecium + Streptococcus 
thermophilus + Bifidobacterium bifidum, probiótico C constituído de Bacillus subtilis 
DSM 5750 e probiótico D Enterococcus faecium. Foi observado que todos os 
probióticos testados foram capazes de reduzir significativamente a contagem de 
Salmonella em suabes de cloaca, 48h após inoculação, e a contagem de Salmonella 
em ceco aos 35 dias, comparados ao controle positivo.  Os probióticos testados não 
foram capazes de reduzir a contagem de Salmonella em papo aos 35 dias de idade 
das aves. Na mucosa do ceco das aves, verificou-se que todos os probióticos 
aumentaram as células CD4+ e CD8+ em relação ao grupo controle negativo aos 7 
dias de vida; apenas os  probióticos C e D reduziram significativamente os níveis de 
células CD8+ na mucosa cecal de frangos aos 35 dias, em relação ao grupo controle 
positivo. Com base nos resultados do presente estudo, verificou-se que os 
probióticos, utilizados neste estudo, tiveram diferentes efeitos sobre a redução na 
presença de SM e também afetaram de forma diferente a dinâmica celular da 
mucosa cecal das aves. 
 












EVALUATION OF DIFFERENT PROBIOTICS IN DIET TO CONTROL Salmonella 
Minnesota IN BROILERS 
 
ABSTRACT. The present study was designed to compare the ability of different 
probiotics, applied in feed, to reduce Salmonella colonization and interfere with the 
cellular dynamics in the intestinal mucosa of broilers challenged with Salmonella 
enterica enterica sorovar Minnesota (SM). The following probiotics were used: A 
composed of Bacillus subtillis CCT 7711; B containing Lactobacillus acidophilus, 
Lactobacillus plantarum, Lactobacillus rhamnosus, Lactobacillus bulgaricus, 
Enterococcus faecium, Streptococcus thermophilus, and Bifidobacterium bifidum; C 
consisting of Bacillus subtilis DSM 5750; and D with Enterococcus faecium. All tested 
probiotics were able to significantly reduce the Salmonella counts in cloacal swabs 
assessed at 48 h after inoculation when compared with the positive control. All 
probiotics were able to reduce the Salmonella counts in the cecum when compared 
to the positive control at 35 days. None of the tested probiotics reduced the 
Salmonella counts in the crop of broilers at 35 days of age. All probiotics induced an 
increase in the CD4 + and CD8+ cell counts in the cecum mucosa relative to the 
negative control group at 7 days of age; only probiotics C and D, reduced 
significantly the CD8 + cell counts in this same tissue of broilers at 35 days compared 
to positive control group. The results from this study indicated that the tested 
probiotics presented different effects on the reduction of SM counts and affected the 
cell dynamics in the cecum mucosa of broilers differently.  
 














A ocorrência de doenças transmitidas por alimentos, em especial as 
salmoneloses, são motivo de preocupação para a indústria avícola, pois bactérias 
deste gênero tem sido identificadas como uma das principais causas de surtos 
alimentares em seres humanos. Esses microrganismos podem causar desde 
infecções alimentares brandas até casos fatais e seu comportamento pode variar 
muito de acordo com o sorovar envolvido. A espécie Salmonella enterica subespécie 
enterica possui mais de 2500 sorovares descritos, cuja prevalência pode variar entre 
localidades, estados, e países, sendo recomendado estabelecer medidas de 
vigilância e identificação destes sorovares em seres humanos e aves de produção, 
com o propósito de desenvolver programas de controle nesta área (OIE, 2011). 
A Salmonella Minnesota (SM) foi isolada pela primeira vez, em 1936, em um 
peru de três semanas de idade de uma granja no estado de Minnesota nos EUA 
(Edwards e Bruner, 1938). Naquele país, entre 1996 e 2006 foram diagnosticados 
casos de SM envolvendo toxinfecção em seres humanos (CENTERS OF DISEASE 
CONTROL, 2008).  
No último relatório anual da Agência Nacional de Vigilância Sanitária 
Brasileira (ANVISA, 2007), SM esteve envolvida em 1,2% dos casos de 
salmoneloses, sendo que a Salmonella Enteritidis representou o principal sorovar 
isolado com 48,8%. A SM também apareceu no sistema de alerta rápido da Europa, 
em carne de frango exportada do Brasil para a Holanda, no ano de 2008 (RASFF, 
2008). Este sistema de comunicação destaca a importância da salmonelose, como 
barreira ao comércio internacional de alimentos. 
Em trabalho de tipificação de Salmonella, em amostras positivas de frangos 




do percentual de SM encontrado entre o período de 2009/2010 que foi de 9,38% 
comparado ao período anterior, 2004/2008, onde a positividade para SM foi de 
0,96% (Freitas, 2011). Este aumento da SM foi observado, principalmente, em aves 
criadas na região Centro-Oeste do país mostrando que o comportamento dos 
diferentes sorovares tem relação com características regionais.  
Um dos fatos que dificultam o controle deste microrganismo em plantéis 
avícolas refere-se à falta de sinais clínicos e/ou lesões, pois na maioria das vezes, a 
ave é portadora assintomática. Além disso, estudos epidemiológicos ao longo do 
tempo mostraram que pode existir relação de exclusão competitiva entre diferentes 
sorovares. Este comportamento de alternância entre sorovares distintos indica que o 
nicho ecológico de um sorovar específico pode ser ocupado por outro sendo que o 
controle de um sorovar pode interferir na prevalência de outros (Rabsch et al., 2000). 
Por todos estes aspectos, as empresas avícolas empregam um programa de 
biosseguridade que envolve o uso de vacinas, desinfetantes, probióticos, prébióticos 
e ácidos orgânicos no sentido de se controlar a salmonelose.  
Os probióticos, em especial, são produtos compostos de microrganismos 
vivos com capacidade de se instalar e proliferar no trato intestinal beneficiando o 
hospedeiro através do equilíbrio da microbiota natural e que já foram descritos como 
capazes de controlar Salmonella (Reid e Friendship, 2002; Dahiya et al., 2006). Os 
mecanismos de ação descritos para explicar o funcionamento dos probióticos são: 
competição por sítios de ligação (Jin et al., 1997), produção de substâncias 
antimicrobianas (Tagg et al., 1976; Lewenstein et al., 1979; Lauková et al., 2004), 
competição por nutrientes e estímulo ao sistema imunológico (Fuller e Gibson, 1997; 




No entanto, ainda existem muitas dúvidas sobre o mecanismo da ação de 
probióticos em função da grande diversidade de composição dos produtos 
disponíveis comercialmente, e também da interação específica entre esta microbiota 
e mucosa intestinal das aves. 
O objetivo do presente estudo foi comparar a capacidade de diferentes 
probióticos comerciais na redução da excreção de Salmonella, em aves desafiadas 
com Salmonella enterica enterica sorovar Minnesota (SM). Além disso, foi 
investigado o efeito dos diferentes probióticos sobre a dinâmica de células 
imunológicas na mucosa intestinal de aves. 
 
MATERIAL E MÉTODOS 
 Foram alojados 120 frangos de corte da linhagem COBB do 1° ao 35° dia de 
idade, divididos em delineamento inteiramente casualizado com 6 tratamentos de 
acordo com a Tabela 7. 
Tabela 7. Descrição dos tratamentos 
Tratamento Produto Composição Conc. Na Ração
T1 Controle Negativo  Ração Basal - 
T2 Controle Positivo  Ração Basal  - 
T3 Probiótico A Bacillus subtilis CCT 7711  4,5 x 105 UFC/g 
T4 Probiótico B Lactobacillus acidophilus NCIMB 
30184,  
Lactobacillus plantarium NCIMB 
30188,  
Lactobacillus rhamnosus NCIMB 
30187,  
Lactobacillus bulgaricus NCIMB 
30186,  
Enterococcus faecium  
NCIMB 30179,  
Streptococcus thermophilus NCIMB 
30189 e Bifidobacterium bifidum 
NCIMB 30183
3 x 105 UFC/g 
T5 Probiótico C Bacillus subtilis DSM 5750 1,6 x 106 UFC/g 
T6 Probiótico D Enterococcus faecium  
NCIMB 10415 





As aves de cada tratamento foram alojadas em sala, com pressão negativa, 
separadas, idênticas e localizadas lado a lado para evitar a contaminação entre os 
diferentes probióticos. 
Estas salas foram previamente limpas, desinfetadas e a cama de maravalha 
utilizada foi previamente esterilizada em autoclave 121º C/ 15 minutos. Foi realizado 
teste de esterilidade nas salas, equipamentos e cama antes do início do 
experimento. Na chegada dos animais foi realizada eutanásia e necropsia de cinco 
animais para coleta de fígado e ceco e realização de análise de presença/ausência 
de Salmonella. 
  Os animais foram mantidos em temperatura ideal de conforto para a idade 
das aves de acordo com manual da linhagem COBB, com fornecimento de água e 
ração à vontade, sendo alimentadas com dietas peletizadas e balanceadas em 
níveis iguais aos recomendados pelo NRC (1994).  
Este projeto foi aprovado pela Comissão de Ética no uso de animais (CEUA 
SCA) da Universidade Federal do Paraná sob Protocolo n° 34-2011. 
Aos 15 dias de idade os animais dos tratamentos 2 ao 6 foram inoculados 
com 1 mL de suspensão de Salmonella Minnesota na concentração 1,0X108 
UFC/mL por via via oral.  
Para o preparo do inóculo, uma colônia pura de SM, isolada de frangos de 
corte da região do Mato Grosso do Sul, foi retirada do Agar estoque e incubada em 
solução de BHI (Brain Heart Infusion) por 24h a 37°C. Esta suspensão foi diluída até 
a concentração 0,5 da Escala de MacFarland e aferida em espectrofotômetro, 
previamente descrito por Pickler et al. 2012. 
Para análise microbiológica foram realizados suabes de cloaca 48h após 




animais) para análise de contagem de Salmonella. Aos 7 dias de idade (5 animais 
por tratamento) e aos 35 dias de idade (10 animais por tratamento) foram 
eutanasiados, por deslocamento cervical e necropsiados para coleta de papo e ceco 
de forma asséptica e posterior análise de Salmonella.  
Foram realizadas também coletas de fragmentos de íleo e ceco de 5 animais 
por tratamento fixados em formol tamponado 10% para análise de células 
caliciformes e fragmentos dos mesmos segmentos congelados em nitrogênio líquido 
para posterior analise de linfócitos T CD4+ e CD8+ através de imunoistoquímica.  
Para realização do procedimento de contagem de Salmonella procedeu-se 
como Pickler et al., 2012. Os suabes de cloaca, os papos e os cecos foram diluídos 
em água peptonada 2% em proporção de 1:10. Retirou-se 1 mL da solução de água 
peptonada 2% que foi pipetado no tubo contendo 9 mL de água peptonada 0,1% e 
assim sucessivamente até a diluição 10-3. Posteriormente retirou-se 100 μL de cada 
diluição, plaqueou-se em duplicata em meio XLD (Xylose Lysine Desoxycholate) e 
com uma alça de Drigalsky estéril espalhou-se o líquido na placa. As placas foram 
incubadas em estufa regulada a 35°C por 24h e submetidas à posterior contagem 
das colônias típicas. 
A solução inicial de água peptonada 2% foi incubada a 35°C por 24h, em caso 
de não ter ocorrido crescimento de colônias típicas de Salmonella sp. em 
plaqueamento direto, retirou-se 100 μL da solução inicial em água peptonada 2% e 
acrescentou-se em um tubo contendo 10 mL de caldo Rappaport-Vassiliadis, 
incubou-se em estufa regulada a 42°C por 24h para confirmação da positividade ou 




Os resultados das contagens de colônias foram expressos de acordo com 
Procedimentos de Contagem de Colônia de acordo com a Normativa nº62 publicada 
em 26 de agosto de 2003 (Brasil - MAPA). 
Para as análises de linfócitos T CD4+ e CD8+ por meio de de 
imunoistoquímica, as amostras foram incluídas em gel Tissue-Tek O. C. T. (Miles, 
Elkhart IN, US), congeladas em nitrogênio líquido, seccionadas com 5μm de 
espessura em um aparelho criostato e fixadas em lâminas carregadas positivamente 
em acetona 100%. Em seguida foi realizada a re-hidratação com PBS 0,1M pH 7,6, 
bloqueio da peroxidase endógena com peróxido de hidrogênio 3% por 5 minutos e 
proteína bloqueadora por 8 minutos. Os anticorpos primários utilizados foram Anti-
CD4 (CT-4 Southern Biotech 1:100) e Anti-CD8 (CT-8 Southern Biotech 1:100),  
incubados por 90 minutos a 37°C. Para detecção da reação foi utilizado anticorpos 
secundários anti-camundongo e anti-coelho combinados em sistema de 
amplificação, kit ADVANCE® por 30 minutos. Para revelação da reação foi utilizado 
cromógeno, kit DAB® por 30 segundos. As lâminas foram contra-coradas com 
Hematoxilina de Meyer (adaptado de Jeurissen et al., 2000). 
Campos microscópicos com presença de células positivas foram 
quantificados em microscopia de luz com ampliação de 100X (Olympus BX41 
Olympus America INC., NY, USA). Foram analisados 20 campos para cada grupo 
experimental e para cada marcador de superfície celular.  
As amostras de íleo ceco foram processadas rotineiramente para histologia e 
coradas com Alcian Blue. Foi avaliada a contagem de células caliciformes, com 
leitura de 20 campos por grupo experimental em um aumento de 100X (Olympus 




Foi utilizado o programa estatístico StatView for Windows Copyright© 1998 
(SAS Institute Inc., NC, USA). As contagens de colônias de Salmonella foram 
transformadas em Log 10 para análise estatística. Todos os resultados foram 
submetidos à ANOVA, teste de Fischer à 5% de probabilidade.  
 
RESULTADOS 
As amostras de fígado e ceco coletadas no primeiro dia e os papos e cecos 
coletados aos 7 dias de idade foram todas negativas para análise de Salmonella sp. 
O tratamento negativo não inoculado permaneceu negativo para SM na cama e 
órgãos durante todo o período indicando a eficiência do sistema de isolamento entre 
as câmaras que separavam os tratamentos. 
Os resultados da contagem de colônias de Salmonella (média ± desvio 
padrão) em suabe de cloaca 48h após inoculação, papo e ceco aos 35 dias de idade 
dos diferentes tratamentos estão expressos na Tabela 8. Todos os probióticos 
testados foram capazes de reduzir significativamente a contagem de Salmonella em 
suabes 48h após inoculação com relação ao controle positivo. Além disso, todos os 
probióticos foram capazes de reduzir a contagem de Salmonella em ceco aos 35 
dias quando comparado ao controle positivo. Por outro lado, os probióticos testados 
não foram capazes de reduzir a contagem de Salmonella em papo aos 35 dias de 
idade das aves. 
A Tabela 9 expressa os resultados da contagem de células caliciformes, 
células CD4+ e CD8+ na primeira coleta (7 dias de idade) em íleo e ceco de frangos 
de corte nos diferentes tratamentos. A Tabela 10 expressa os resultados da 
contagem de células caliciformes e células CD4+ e CD8+ na segunda coleta (35 





figura 3 demonstra um campo cortes histológicos do ceco das aves com aplicação 
da técnica de imunoistoquímica para células CD4+. 
 
Tabela 8. Média e desvio padrão da contagem de colônias de Salmonella em suabe cloacal 48h 
após inoculação, papo e ceco de frangos de corte aos 35 dias de idade nos diferentes 
tratamentos (Resultados expressos em Log10 UFC/g). 
Tratamento 
Média e Desvio 
Padrão 




Média e Desvio 
Padrão 
(Ceco) 
Controle Negativo 0,00±0,00 b 0,00±0,00 b 0,00±0,00 c 
Controle Positivo 3,95±2,24 a 0,87±0,50 ab 4,30±4,28 a 
Probiótico A 1,00±0,00 b 1,10±1,07 a 1,03±0,72 bc 
Probiótico B 1,45±1,62 b 0,73±0,74 ab 2,31±1,61 b 
Probiótico C 0,60±0,55 b 0,70±0,48 ab 1,63±1,10 b 
Probiótico D 1,51±1,14 b 0,67±0,80 ab 1,12±1,20 bc 
Valor de P 0,001 0,024 0,000 






Figura 3: Fotomicrografia dos cecos das aves com 35 dias de vida demonstrando as células CD4+ 
coradas presentes no intestino (Imunoistoquímica, 40X).  
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Tabela 9. Contagem (média e desvio padrão) de células caliciformes, CD4+, CD8+ e relação CD4+:CD8+ por campo em íleo e ceco de frangos de 
corte aos 7 dias de idade nos diferentes tratamentos (aumento de 100X). 
 Ileo Ceco 
Tratamento Caliciformes CD4+ CD8+ CD4+:CD8+ Caliciformes CD4+ CD8+ CD4+:CD8+ 
C. Negativo 41,40±8,43 c 4,30±3,71 b 7,90±2,33 0,63±0,62 10,30±2,34 c 8,3±3,30 c 10,3±4,06 c 0,87±0,40 a 
C. Positivo ----- ----- ----- ----- ----- ----- ----- ----- 
Probiótico A 62,15±6,80 a 5,30±3,46 ab 7,40±4,81 1,25±2,02 14,10±2,84 ab 16,1±4,86 ab 17,3±2,75 a 0,98±0,41 b 
Probiótico B 49,35±6,05b 9,40±4,45 a 6,60±4,16 1,69±0,94 14,50±2,62 ab 19,9±3,54 a 15,2±3,15 ab 1,36±0,38 b 
Probiótico C 57,25±6,94 a 8,80±4,56 ab 6,30±2,94 1,62±1,11 15,70±2,53 a 13,0±4,52 bc 11,8±3,58 b 1,22±0,63 b 
Probiótico D 62,50±5,65 a 4,80±2,44 ab 4,90±2,02 1,21±0,85 12,80±2,53 b 18,4±3,56 a 11,7±2,86 b 1,70±0,70 b 
Valor de P <0,001 0,008 0,355 0,292 <0,001 <0,001 <0,001 0,016 




Tabela 10 – Contagem (média e desvio padrão) de células caliciformes, CD4+, CD8+ e relação CD4+:CD8+ por campo no íleo e ceco de frangos de 
corte aos 35 dias de idade (aumento de 100X). 
 Ileo Ceco 
Tratamento Caliciformes CD4+ CD8+ CD4+:CD8+ Caliciformes CD4+ CD8+ CD4+:CD8+ 
C. Negativo 64,5±14,95 16,2±6,47 a 6,9±4,79 b 3,76±3,08 a 10,85±6,09 19,6±6,09 ab 11,5±3,57 c 2,02±1,31 a 
C. Positivo 60,9±12,76 15,5±5,58 a 11,4±6,36 ab 1,89±1,75 ab 13,70±5,36 23,7±8,35 ab 21,9±5,68 a 1,12±0,40 ab 
Probiótico A 52,95±11,32 12,7±4,22 ab 10,9±3,98 ab 1,39±0,91 b 11,55±8,02 17,0±3,74 b 19,9±6,15 ab 0,92±0,32 b 
Probiótico B 58,35±16,9 15,7±4,32 a 13,3±2,83 a 1,26±0,55 b 11,90±4,41 24,6±4,83 ab 22,4±6,20 a 1,20±0,51 ab 
Probiótico C 63,0±11,50 10,8±5,03 ab 6,8±2,53 b 1,85±1,12 ab 13,70±4,65 25,3±7,91 a 13,1±4,23 bc 2,05±0,70 a 
Probiótico D 62,0±9,56 7,9±3,96 b 9,2±4,68 ab 1,06±0,83 b 12,20±4,47 21,8±3,12 ab 14,5±4,65 bc 1,72±0,89 ab 
Valor de P 0,0813 0,002 0,008 0,006 0,519 0,024 <0,001 0,003 





Nurmi e Rantala (1973) foram pioneiros em descrever o uso do mecanismo 
chamado de exclusão competitiva (EC) no controle de Salmonella. Esses 
pesquisadores demonstraram que a colonização precoce com bactérias de aves 
adultas em aves jovens era capaz de proteger contra a colonização destas por 
Salmonella. Em princípio esse mecanismo foi associado à produção, por parte de 
microrganismos oferecidos às aves jovens, de ácidos voláteis que seriam capazes 
de inibir o crescimento de Salmonella. Posteriormente, Soerjadi et al. (1981) 
demonstraram que a proteção ao desafio oral por Salmonella iniciava 
aparentemente 1 a 2 horas após o tratamento com a microbiota protetora, o que 
indicaria que não somente a presença de ácidos orgânicos voláteis, mas também a 
competição por sítios de ligação poderia ser importante no mecanismo de inibição 
de Salmonella.  
 No que se refere ao controle de SM, foi verificado que todos os produtos 
utilizados foram efetivos em diminuir a excreção de SM em suabes de cloaca de 
aves 48h após a inoculação em relação ao grupo inoculado que não recebeu 
nenhum probiótico. Em relação a porcentagem de redução de SM, aos 35 dias, em 
ceco das aves com relação ao controle positivo, foi de 76,04% no probiótico A, 
46,27% no probiótico B, 62,09% no probiótico C e 73,45% no probiótico D.  
O efeito inibitório de probióticos sobre a população de enterobactérias 
patogênicas por meio do mecanismo de exclusão competitiva é bastante 
documentado na literatura (Reid e Friendship, 2002; Dahiya et al., 2006), e pode ser 
uma possível explicação para efeito de redução de SM observado no presente 




 Na análise da dinâmica celular na mucosa intestinal de aves frente aos 
diferentes probióticos, foi observado que todos aumentaram a quantidade de células 
caliciformes na mucosa de íleo e ceco das aves aos 7 dias de idade. As células 
caliciformes, presentes nas vilosidades intestinais são responsáveis pela 
manutenção da camada de muco que atua como meio de proteção físico e biológico 
e também é um componente da resposta imunológica inata que é regulada em 
resposta à inflamação e infecção (Uni et al., 2003), assim acredita-se que a 
presença dos probióticos na dieta das aves pode interferir na resposta imunológica 
inata representada pela expressão de células produtoras de muco.   
A inclusão/exclusão imunológica está relacionada com a produção de IgA 
pelo hospedeiro que facilita ou dificulta a adesão de bactérias na mucosa intestinal. 
Quando o microrganismo é benéfico ocorre uma baixa produção de IgA, que se liga 
ao agente e facilita a adesão deste na mucosa intestinal formando um biofilme que 
protege contra infecção por outros microorganismos e evita a translocação dessas 
bactérias através da mucosa do hospedeiro (inclusão imunológica). Por outro lado, 
microrganismos que causam lesão, estimulam a produção de altos níveis de IgA que 
inibem o agente e impedem a adesão deste ao hospedeiro (exclusão imunológica) 
(Everret et al., 2004).  
O uso de probióticos na dieta também interferiu com a presença de células 
CD4+ e CD8+ na mucosa intestinal das aves. Segundo Van Immerseel et al. (2002), 
o encontro de células epiteliais especializadas com microorganismos, rapidamente 
estimula a liberação de quimiocinas pró-inflamatórias que atraem células 
imunológicas inatas, como granulócitos e macrófagos, capazes de desencadear 





As células CD4+ estão relacionadas ao início da resposta imunológica 
específica, sendo estas responsáveis também pela modulação imunológica. Essas 
células são chamadas de linfócitos T auxiliares e podem levar a resposta Th1 ou 
Th2 com produção de anticorpos e também interferem com a imunidade celular 
(Fearon e Locksley, 1996). Por outro lado, Linfócitos T citotóxicos (CD8+) estão 
diretamente relacionados à eliminação de patógenos intracelulares sendo 
responsáveis por esta via da imunidade celular (Zou et al., 2006). 
 No presente estudo, na mucosa do ceco das aves, que parece ser o sitio de 
maior atuação dos probióticos, verificou-se que todos aumentaram as células CD4+ 
em relação ao grupo controle negativo aos 7 dias de vida das ave. Quanto às células 
CD8+ foi verificado que os probióticos A e B aumentaram os níveis de células CD8+ 
na mucosa em relação ao grupo que não consumiu probióticos na dieta. Alguns 
autores (Noujaim et al., 2008; Mouni et al., 2009; Lee et al., 2010) citam que 
algumas bactérias como Lactobacillus e Bifidobacterium bifidum, presentes no 
probiótico B podem atuar estimulando o aumento de CD8+ específico. 
 Após o desafio com SM, foi observado que as aves que não consumiram os 
probióticos na dieta apresentaram aumento no número de células CD8+ na mucosa 
do ceco quando comparado ao grupo não desafiado. O mesmo ocorreu em aves 
desafiadas que foram alimentadas com A e B. Como estes produtos foram capazes 
de aumentar a presença destas células na mucosa, verificado na análise de 7 dias 
de idade, não se pode dizer que este efeito deveu-se ao estímulo isolado da SM.  
Por outro lado, foi verificada redução de células CD8+ na mucosa do ceco das 
aves alimentadas com os probióticos C e D em relação ao grupo controle desafiado, 
e isso pode ser associado a redução de bactérias patogênicas no lúmen intestinal 




estes probióticos. Scharek et al. (2005) observaram que redução na contagem de 
células CD8+ em suínos pode ser associada a redução na contagem de E. coli. Em 
verdade, os probióticos C e D diminuíram as células CD8+ mas aumentaram as 
células CD4+ e isso também pode ter interferido na resposta a SM, pois sabe-se que 
a células CD4+ também podem atuar na resposta imunológica humoral, pois são 
elas que apresentam os antígenos para os linfócitos B se diferenciarem em células 
produtoras de anticorpos como IgA.  
 
CONCLUSÕES 
Com base nos resultados do presente estudo, verificou-se que também ocorre 
interferência dos probióticos da dieta com respostas imunológicas na mucosa 
intestinal das aves. Estes resultados sugerem que o efeito dos probióticos utilizados 
neste estudo sobre a redução na presença de SM pode ser resultado de uma 
associação de mecanismo de exclusão competitiva e imunomodulação. Entretanto 
foram verificadas diferenças na atuação de cada probiótico sobre presença de 
células imunológicas na mucosa intestinal de frangos, sendo necessários maiores 
estudos para se compreender esse efeito imunomodulatório dos probióticos. 
É possível concluir com o presente estudo que diferentes probióticos 
apresentam diferentes capacidades de afetar a colonização de Salmonella em aves 
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RESUMO. A reutilização de cama aviária por vários lotes é uma prática do moderno 
sistema de produção de aves e está baseada na redução do impacto ambiental, na 
escassez do material de reposição e na diminuição nos custos de produção. Porém, 
esta prática é associada com riscos sanitários como a presença de patógenos como 
Salmonella spp. nos lotes de frango. Objetivo: na tentativa de esclarecer se há risco 
sanitário, uma pesquisa foi realizada para detectar a presença de Salmonella spp. 
na cama reutilizada e fermentada de produtores de frango. Métodos: foram 
analisadas 1280 amostras de cama de diferentes produtores do Centro-oeste do 
Brasil durante sete lotes consecutivos. As amostras de cama foram coletadas com 
aves na idade entre 28 e 32 dias usando pró-pés descartáveis e a presença de 
Salmonella spp. foi determinada por isolamento bacteriológico. Durante o intervalo 
dos lotes a cama foi tratada antes da reutilização por meio da cobertura através de 
uma lona plástica preta em toda a superfície interna do aviário por sete dias. 
Resultados: foi observada uma diminuição significativa no número de amostras 
positivas de Salmonella spp. com a reutilização e fermentação das camas entre os 
lotes, em relação ao primeiro lote. Isto indica que o processo de reutilização, seguido 
de fermentação anaeróbia do material da cama pela comunidade de microrganismos 
afetou a sobrevivência de bactérias patogênicas como Salmonella spp. 
Conclusões: este estudo evidencia que o reuso da cama é seguro e recomendado 
quando realizado após o processo de fermentação no intervalo do lote em relação à 
presença de Salmonella spp, pois lotes criados com cama reutilizada apresentaram 
percentual de positividade menor do que ao da cama nova. 
 












PRESENCE OF SALMONELLA SPP. IN REUSED BROILER LITTER 
 
Background: reutilization of poultry litter for multiple broiler flocks is a common 
practice in modern production systems due to the increasing scarcity and cost of litter 
materials, and the necessity to reduce environmental impact. However, this practice 
has been associated with sanitary risks, such as the presence of Salmonella spp. in 
broiler meat. Objective: a study was conducted to detect the presence of Salmonella 
spp. in reused litters. Methods: 1280 litter samples from Midwestern Brazilian poultry 
farms were analyzed during seven consecutive flocks. Samples were collected from 
flocks aged from 28 to 32 days. Disposable shoe covers were used for sample 
collections. Presence of Salmonella spp. was determined by microbiological isolation. 
During the interval period between flocks the litter was fermented prior to its reuse by 
covering it with a black plastic canvas for seven days. Results: positive samples for 
Salmonella spp. decreased when the number of litter reuses increased compared 
with the first reuse of the litter. An anaerobic digestion process with biological and 
physicochemical changes in the litter material and microbial communities may 
explain the low survival of pathogenic bacteria such as Salmonella spp. 
Conclusions: our study demonstrates that litter reused after the fermentation 
process is a safe and recommended practice in relation to the presence of 
Salmonella spp, because flocks raised in reused litter showed less level of positive 
percentage than flocks raised in new litter. 
 















Vários lotes de frangos de corte são comumente criados em camas 
reutilizadas no moderno sistema de produção de aves. Neste sistema, as aves são 
alojadas desde primeiro dia de vida logo após o nascimento diretamente na cama 
reutilizada (Volkova et al., 2009). Manejo e processamento desta cama é necessário 
para diminuir a carga microbiana antes de reutilizar a mesma (Vizzier Thaxton et al., 
2003). Com este propósito, a fermentação tem sido proposta como uma alternativa 
de garantir a qualidade microbiologica da cama reutilizada (Macklin et al., 2006). 
Entretanto, discussões em relação ao potencial risco sanitário associado a esta 
prática tem sido levantados. 
Muitos microrganismos na cama de frango são originados dos excrementos 
das aves, inclusive as Enterobacteriaceae e outras bactérias com capacidade 
zoonótica (Fries et al., 2005; Cook et al., 2012). A contínua exposição à bactérias 
indesejáveis da cama pode aumentar a contaminação do trato digestivo das aves. 
Embora a maioria das enterobacterias não causem problemas para as aves, elas 
podem tornar-se um problema sanitário para os humanos, pois durante o processo 
de abate ocorre a contaminação das carcaças quando elas entram em contato 
acidentalmente com fezes do intestino infectado ou material presente no papo, 
comprometendo a segurança do alimento e a saúde pública (Haapapuro et al., 
1997). 
Transferência de patógenos na cadeia alimentar também pode ocorrer 
quando a cama é utilizada no solo como um fertilizante orgânico, resultando em 
contaminação do ambiente (Lovanh et al., 2007; Volkova et al., 2009). A 




outro quando utilizada mais de uma vez. Por esta razão, a reutilização da cama não 
é recomendada quando ocorrem episódios sanitários. 
Independente do destino da cama (reutilização por sucessivos lotes ou uso 
como fertilizante), o tratamento para reduzir ou inativar bactérias é vital para diminuir 
riscos tanto para os animais quanto para os humanos. Portanto, o tratamento da 
cama reutilizada é considerado condição necessária para boas práticas de produção 
de frangos de corte (Pope e Cherry, 2000; Larrison et al., 2010). A reposição total da 
cama após todo lote resulta em considerável impacto ambiental devido a alta 
demanda de substrato requerido (por exemplo maravalha, palha ou serragem) e com 
a destinação deste resíduo no ambiente (Pandey e Soupir, 2011; Pote et al., 2011; 
Watts et al., 2011). Além disso, a troca da cama após a criação de cada lote 
representa um significativo aumento no custo de produção. 
O objetivo deste estudo foi o de avaliar a presença de Salmonella em camas 
reutilizadas após a fermentação por meio da lona estendida. 
 
MATERIAL E MÉTODOS 
Experimento 
Um total de 1280 amostras de cama de vários produtores de frangos do 
Centro-oeste do Brasil foram analisadas após reutilização por sete lotes 
consecutivos. A população corresponde a 196 produtores. Intervalo de 14 dias. 
Manejo da cama  
O procedimento realizado está brevemente descrito a seguir: 
1. Limpeza dos equipamentos (comedouros, bebedouros, etc.) com água e 
detergente logo após o carregamento do lote. Todo equipamento foi suspendido 




2. Umidecimento da cama (20 litros/m2). 
3. Afastar a cama para criar um espaço entre as muretas e a cama na lateral interna 
do aviário. 
4. Cobrir a cama com lona para evitar a entrada de ar (Figura 4B). 
5. Remover a lona após sete dias de fermentação descartando crostas e mexendo a 
cama. 
6. Aplicar o lança chamas uniformemente na superfície da cama para queima dos 
resíduos de penas (Figura 4C). 
7. Ventilação do aviário por dois dias antes do alojamento do lote seguinte (Figura 
4D).  
  Após completar este procedimento, os pintinhos de um dia foram alojados 
diretamente sobre a cama reutilizada. 
 
Figura 4. Processo de fermentação da cama. A. Aviário após o carregamento das aves. Penas e 
crostas são vistas na cama. Comedouros e bebedouros são limpos e suspendidos. B. A superfície da 
cama é coberta por lona plástica preta por sete dias. C. Após a remoção da lona, as crostas são 
retiradas, penas são queimadas com o lança chamas e a cama é mexida. Ventilação é realizada por 







Coleta de amostra  
A coleta da cama foi realizada quando as aves estavam entre 28 e 32 dias de 
idade. Botas plásticas com suabes pro-pé foram utilizados para as coletas. A coleta 
foi realizada após as mãos serem cuidadosamente lavadas. As pessoas que 
coletaram as amostras caminharam por cerca de 10 minutos ao longo dos 
comedouros e bebedouros buscando áreas com alta concentração de animais e 
portanto maior quantidade de excremento. A superfície do suabe pro-pé foi 
impregnada com material da cama. Os suabes pro-pé foram colocados dentro de 
sacos estéreis contendo 1% de solução de água peptonada e estocada em caixas 
de isopor com gelo. Os sacos com as amostras foram enviados para o laboratório 
após a coleta. 
Análise laboratorial  
Os suabes pro-pés foram descatados e duas alíquotas da solução foram 
transferidas para meio de enriquecimento seletivo: 0,5 ± 0,05 mL em 10 mL de meio 
Tetrationato e 0,1 ± 0,02 mL em 10 mL de meio Rappaport-Vassiliadis. Ambos foram 
incubados separadamente a 35 ± 2 °C e 42 ± 2 °C por 18 h e 24 h, respectivamente, 
e foram cuidadosamente homogeneizados por agitação no vortex. Então, cada 
cultura foi estriada tanto em placas com ágar Verde Brilhante como em ágar 
MacConkey utilizando 10 μL de inóculo para cada. Placas com ágar foram 
incubadas durante 24 horas a 35 ± 2 °C e examinadas para presença de colônias 
típicas de Salmonella spp. (BRASIL, 1995). 
Análise Estatística 
O teste de qui-quadrado foi utilizado para verificar se existiam diferenças 
significativas na frequência da positividade ao longo da reutilização das camas. O 





A detecção de Salmonella spp. em cama reutilizada ao longo de sete lotes 
está demonstrada na Tabela 11. Redução nas amostras positivas foi observada 
quando comparada com cama nova em todas as frequências de camas reutilizadas 
e fermentadas, demonstrando diferença significativa entre a cama do primeiro lote e 
dos lotes seguintes.   
Tabela 11. Número de amostras positivas e negativas para Salmonella em camas novas e 
reutilizadas.  
Número de criada da cama 1 2 3 4 5 6 7 Total 
Positivo Salmonella 43a 19b 28 28 22 20 11 171 
Negativo Salmonella 164 177 133 163 190 166 116 1109 
Total 207 196 161 191 212 186 127 1280 
a, b Letras diferentes na mesma linha indicam diferenças estatísticas no Qui-quadrado (p<0.05). 
 
Além da redução na positividade por Salmonella, foi observada uma notável 
diminuição da infestação de cascudinho (Alphitobius diaperinus) nas camas 
fermentadas com lona estendida. Embora não foi feita nenhuma medição objetiva, 
consideramos esta observação pertinente para futuros estudos, pois a fermentação 
com lona estendida pode também contribuir para eliminação da maioria dos insetos 
e larvas sem o uso de produtos químicos. 
 
DISCUSSÃO 
As propriedades incluídas neste estudo usaram a fermentação com lona 
estendida entre os lotes como uma estratégia para o manejo da cama. A 
concentração de amônia aumenta durante a digestão anaeróbia decorrente do 
processo de fermentação da cama. Este aumento na concentração de amônia leva a 
um efeito antimicrobiano em diferentes populações, inclusive na Salmonella spp. 




presença de Salmonella em camas reutilizadas por 14 lotes consecutivos e 
observaram redução na presença da Salmonella após o tratamento com cal.  
O processo de tratamento da cama consiste na hidrólise de componentes 
complexos, incluindo gorduras, proteínas e polissacarídeos que são quebrados por 
microorganismos em suas subunidades com posterior produção de biogases 
coletáveis, principalmente metano e CO2 (Kelleher et al., 2002; Chen et al., 2008). O 
resíduo dos aviários é composto por cama, excremento das aves e outros 
compostos. Devido ao alto metabolismo de proteina e aminoácido, os excrementos 
do frango de corte são ricos em nitrogênio orgânico na forma de ureia, que é na sua 
maioria convertida em amônia pela atividade microbiana decorrente do processo de 
nitrificação (conversão do nitrato) (Kelleher et al., 2002). Nesta rota metabólica a 
amônia apresenta-se como um gás (NH3) ou como amoníaco (NH4
+), que é 
hidrofóbico, solúvel em água e altamente permeável em membranas biológicas.  
Amônia é considerada um inibidor da digestão anaeróbia pela diminuição da 
força motriz protiônica ou pela interferência no ciclo do ácido tricarboxílico. O 
primeiro requer tanto um pH e gradiente de elétrons, já o segundo envolve a 
aminação de α-cetoglutarato, um intermediário necessário para o metabolismo de 
compostos orgânicos (Krylova et al., 1997; Chen et al., 2008).  
Fatores adicionais abióticos deveriam ser considerados com por exemplo a 
temperatura alcançada durante a fermentação que também pode ter papel 
microbicida. A temperatura máxima da cama durante o processo de fermentação 
neste estudo foi de 60 °C (dados não registrados). Kim et al. (2012) observaram que 
a redução de Salmonella pode ser alcançada por exposição a cama fresca de aves a 
70 °C por 80.5 a 100.8 min. Wilkinson et al. (2011) reportaram que Salmonella 




a 65 °C sob condições laboratoriais. Outros parâmetros abióticos que regulam as 
condições microbiológicas da cama são o pH (Payne et al., 2007) e a umidade 
(Eriksson et al., 2001). Os diferentes manejos e métodos de tratamento da cama 
podem modificar estes fatores (Torok et al., 2009; Miles et al., 2011).  
Os microrganismos são responsáveis pela maioria das transformações 
bioquímicas na cama. Usando uma combinação de métodos de detecção por cultura 
e por biologia molecular no intestino de aves, Lu et al. (2003a) reportou que 
bactérias Gram-positivas foram as populações predominantes (incluindo 
Lactobacillus, Clostridium, Staphylococcus and Streptococcus) envolvidas na 
decomposição de material orgânico, inclusive a madeira. Neste estudo não foram 
encontrados microrganismos considerados patogênicos ao homem ou aos animais. 
Nosso estudo foi conduzido no Centro-oeste do Brasil. A composição da microbiota 
da cama depende da região geográfica (Cressman et al., 2010) e das condições 
ambientais (Dumas et al., 2011). Isso tem sido reportado na maioria dos estudos 
conduzidos na América do Norte e explica a diferença entre as duas situações 
analisadas.  
Tem sido demonstrado que a diversidade na população de bactérias 
intestinais aumenta de acordo com a idade da ave (Lu et al., 2003b). A deposição de 
excrementos na cama altera rapidamente o ambiente biótico e abiótico onde 
simultaneamente as condições da cama afetam a microbiota intestinal (Chapman e 
Rayavarapu, 2007; Lee et al., 2011). Isso suporta nossa hipótese que a reutilização 
da cama baseada em procedimentos de uso racional pode melhorar a composição 
da microbiota intestinal favorecendo a saúde das aves. 
Como conclusão deste estudo, a reutilização da cama fermentada 




spp., comparativamente a cama nova. Estudos futuros são necessários para avaliar 
o efeito da reutilização da cama na presença de outros patógenos relevantes como 
Clostridium e Eimeria, bem como seu efeito em outros parâmetros físico-químicos da 
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O controle das salmoneloses continuará sendo um desafio para os 
profissionais que trabalham na Avicultura, principalmente em função da crescente 
exigência do mercado por um alimento seguro. Além disso, a complexa 
epidemiologia da Salmonella nos obriga a pensar nesta doença de forma ampla 
onde o agente etiológico, o hospedeiro e o ambiente estão em contínua interação.  
A avicultura é um dos setores que mais tem aplicado o uso dos probióticos. 
Os benefícios práticos do seu uso racional se evidenciam por meio de ganhos nos 
índices zootécnicos e na redução da colonização intestinal por patógenos. Assim, 
consegue-se produzir animais saudáveis que revertem em ganho no desempenho e 
levam a oferta de produtos de origem animal com maior segurança ao consumidor.  
Porém, quando pensamos em controle da Salmonella, não existe ferramenta 
mágica para o problema. Os probióticos serão úteis como parte de um controle 
integrado que leve em consideração o sorovar e a situação de campo presente no 
momento. 
Os sistemas intensivos de produção, onde eventualmente as aves são criadas 
em alta densidade populacional, com baixo intervalo e com reutilização da cama tem 
favorecido a permanência de agentes patogênicos no ambiente, entre eles a 
Salmonella. Assim, a cama e sua microbiota é um assunto de alta relevância dentro 
da sanidade das aves e merece atenção por parte da comunidade científica. 
A cama reutilizada é uma complexa mistura de substrato, excreta de aves, 
ração não digerida, penas e pode conter mais que 109 bactérias aeróbicas/g, 




influenciar a viabilidade e a reprodução das bactérias na cama. Estes fatores podem 
ser modificados por diferentes métodos de manejo e tratamento da cama.  
Um tratamento adequado em camas reutilizadas demonstrou ser um processo 
válido para o auxílio do controle da Salmonella. Outros estudos precisam ser 
conduzidos para melhor entendimento da relação entre a microbiota da cama com a 
persistência da Salmonella.  A pesquisa da microbiota da cama e sua relação com a 
ave é um campo a ser explorado e parece ser uma linha promissora para contribuir 
com formas de controle da Salmonella no ambiente. 
A diversidade dos sorovares de Salmonella encontrados na natureza pode ser 
considerada mais um componente na dificuldade do controle desta doença. Os 
distintos comportamentos destes sorovares estudados indicam mais uma vez que 
não existem soluções únicas para todas as situações enfrentadas no campo.  
A resposta imune do intestino em aves desafiadas com os diferentes 
sorovares demonstram que o agente etiológico está continuamente evoluindo e 
buscando formas de adaptar-se de modo a garantir sua sobrevivência. Ora como um 
microrganismo mais patogênico, ora como um microrganismo mais adaptado a ave.  
A relação entre imunidade e o desempenho é um assunto de grande 
importância que envolve várias áreas do conhecimento (nutrição, fisiologia e 
imunologia). No caso das salmoneloses, as diferenças na resposta imune do 
intestino tem um impacto distinto na performance das aves, pois o custo de uma 
resposta imune é maior quando o sorovar é mais agressivo.   
No futuro sugerem-se pesquisas que continuem a investigação dos três 
fatores relacionados às salmoneloses nas aves. Toda pesquisa que for realizada 




será de grande valor para os profissionais que trabalham com o desafio de controlar 
este patógeno na cadeia de produção. 
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